Transcriptome and Proteome Analysis During Larval Settlement and Metamorphosis in Fujian Oyster(Crassostrea angulata) by 肖小伙
 学校编码：10384                                 分类号      密级       
学号：21620131152553                                        UDC       
 
 
 
   硕  士  学  位  论  文 
                                           
福建牡蛎（Crassostrea angulata）附着变态
过程的转录组与蛋白质组研究 
Transcriptome and Proteome Analysis During Larval 
Settlement and Metamorphosis in Fujian Oyster
（Crassostrea angulata） 
肖小伙 
            指导教师姓名：黄河清 教授 
                            柯才焕 教授 
专  业 名 称： 细胞生物学 
论文提交日期：2016 年 5 月 
论文答辩时间：2016 年 5 月 
学位授予日期：2016 年 6 月 
  
答辩委员会主席： 王重刚  
评    阅    人：         
 
2016 年 5 月 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
  
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 厦门大学学位论文原创性声明 
 
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下,独立完成的研究成果。
本人在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，均在文
中以适当方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学术活
动规范（试行）》。 
另外，该学位论文为（                            ）课题（组）
的研究成果，获得（               ）课题（组）经费或实验室的资
助，在（               ）实验室完成。（请在以上括号内填写课题
或课题组负责人或实验室名称，未有此项声明内容的，可以不作特别
声明。） 
 
声明人（签名）： 
          年   月   日 
 
  
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
厦门大学学位论文著作权使用声明 
 
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办法》
等规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送交学位
论文（包括纸质版和电子版），允许学位论文进入厦门大学图书馆及
其数据库被查阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加入全国博士、
硕士学位论文共建单位数据库进行检索，将学位论文的标题和摘要汇
编出版，采用影印、缩印或者其它方式合理复制学位论文。 
本学位论文属于： 
（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，于   
年  月  日解密，解密后适用上述授权。 
（     ）2.不保密，适用上述授权。 
（请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论文应
是已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密委
员会审定的学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，默认为
公开学位论文，均适用上述授权。） 
 
 
                             声明人（签名）： 
年   月 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
  I 
目录 
中文摘要.................................................................................................VII 
英文摘要.................................................................................................. IX 
第一章 前言 ..........................................................................................VII 
1.1 海洋无脊椎动物附着变态的研究进展 .......................................................... 1 
1.1.1 海洋无脊椎动物幼体的附着变态发育过程 ......................................... 1 
1.1.2 影响幼体附着变态的因素 ..................................................................... 2 
1.1.3 附着变态过程相关基因及信号通路 ..................................................... 2 
1.2 影响附着变态的化学因子研究 ...................................................................... 3 
1.2.1 激素影响附着变态研究背景 ................................................................. 3 
1.2.2 肾上腺素在牡蛎生产中的应用及其研究 ............................................. 4 
1.3 转录组学和蛋白质组学概括 .......................................................................... 5 
1.3.1 测序技术的发展 ..................................................................................... 5 
1.3.2 转录组学及技术原理 ............................................................................. 6 
1.3.3 质谱技术 ................................................................................................. 7 
1.3.4 蛋白组学的进展及应用技术 ................................................................. 7 
1.3.5 整合多组学数据分析 ............................................................................. 9 
1.4 转录组学和蛋白组学在附着变态过程的研究进展 .................................... 10 
1.5 研究目的和意义 ............................................................................................ 11 
第二章 牡蛎附着变态过程转录组研究 ................................................13 
2.1 材料与采样流程 ............................................................................................ 13 
2.1.1 生物材料 ............................................................................................... 13 
2.1.2 采样流程 ............................................................................................... 14 
2.2 方法及步骤 .................................................................................................... 15 
2.2.1 总 RNA 的提取 ................................................................................... 15 
2.2.2 转录组建库和测序 ............................................................................... 15 
2.2.3 生物信息分析流程 ............................................................................... 17 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
  II 
2.2.4 荧光定量 PCR ...................................................................................... 20 
2.3 结果................................................................................................................. 22 
2.3.1 总 RNA 质量检测 ................................................................................ 22 
2.3.2 测序数据质量评估 ............................................................................... 23 
2.3.3 拼接转录本长度分布 ........................................................................... 24 
2.3.4 基因功能注释 ....................................................................................... 25 
2.3.5 Nr 数据库注释 ..................................................................................... 25 
2.3.6 FPKM 密度分布图 ............................................................................... 30 
2.3.7 基因差异表达分析 ............................................................................... 31 
2.3.8 差异基因 GO 富集 ............................................................................... 33 
2.3.9 KEGG 富集 .......................................................................................... 36 
2.3.10 荧光定量 PCR 结果 ........................................................................... 38 
2.4 讨论................................................................................................................. 39 
第三章 附着变态及肾上腺素诱导变态的蛋白质组研究 ....................44 
3.1 材料与采样 .................................................................................................... 44 
3.2 方法与步骤 .................................................................................................... 45 
3.2.1 全蛋白提取 ........................................................................................... 45 
3.2.2 蛋白质浓度测定 ................................................................................... 45 
3.2.3 酶切 ....................................................................................................... 46 
3.2.4 脱盐与过柱 ........................................................................................... 46 
3.2.5 样品准备及上机 ................................................................................... 46 
3.2.6 数据分析处理 ....................................................................................... 47 
3.3 结果................................................................................................................. 48 
3.3.1 鉴定与定量结果统计 ........................................................................... 48 
3.3.2 蛋白组的整体分布分析 ....................................................................... 49 
3.3.3 筛选差异蛋白 ....................................................................................... 50 
3.3.4 GO 注释结果 ........................................................................................ 54 
3.3.5 KEGG 注释结果 .................................................................................. 55 
3.3.6 GO 富集分析 ........................................................................................ 56 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
  III 
3.3.7 KEGG 富集分析 .................................................................................. 61 
3.3.8 荧光定量 PCR 结果 ............................................................................. 65 
3.4 讨论................................................................................................................. 66 
第四章 转录组与蛋白质组联合分析 ....................................................70 
4.1 转录组与蛋白质组联合分析 ........................................................................ 70 
4.2 蛋白质组与转录组关联数量关系 ................................................................ 70 
4.3 蛋白质组与转录组关联表达相关性分析 .................................................... 71 
4.4 关联差异蛋白分析 ........................................................................................ 72 
4.5 讨论................................................................................................................. 75 
结论 ...........................................................................................................77 
引用文献...................................................................................................78 
致谢 ...........................................................................................................78 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
  IV 
Table of Contents 
Abstract in Chinese ............................................................................... VII 
Abstract in English ................................................................................ IX 
Chapter 1 Introduction ......................................................................... VII 
1.1 The studies of the larval settlement and metamorphosis in marine 
invertebrate ........................................................................................................... 1 
1.1.1 Development of larval settlement and metamorphosis ........................... 1 
1.1.2 Factors that effect larval settlement and metamorphosis ........................ 2 
1.1.3 Relatived genes and pathways of settlement and metamorphosis .......... 2 
1.2 Chemical factors’ studies on larval settlement and metamorphosis .......... 3 
1.2.1 Overiew of normone’ influence on settlement and metamorphosis ........ 3 
1.2.2 The applyment and studies of epinephrine in the aquaculture of oyster . 4 
1.3 Overview of transcriptome and proteome .................................................... 5 
1.3.1 Development of sequence technology .................................................... 5 
1.3.2 Technology and method of transcriptome ............................................... 6 
1.3.3 Mass spectrum technology ...................................................................... 7 
1.3.4 Development and applyment technology of proteome ........................... 7 
1.3.5 Analysis of integration multi-omics ........................................................ 9 
1.4 Studies on larval settlement and metamorphosis through transcriptome 
and proteome ....................................................................................................... 10 
1.5 The objective and significance of this study ............................................... 11 
Chapter 2 Transcriptome analysis of larval settlement and 
metamorphosis in Fujian oyster ............................................................ 13 
2.1 Materials and collection flow ....................................................................... 13 
2.1.1 Materials ............................................................................................... 13 
2.1.2 Collection flow...................................................................................... 14 
2.2 Methods .......................................................................................................... 15 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
  V 
2.2.1 Extraction of RNA ................................................................................ 15 
2.2.2 Library reparation and sequencing ........................................................ 15 
2.2.3 The flow of bioinformatics analysis ..................................................... 17 
2.2.4 qPCR ..................................................................................................... 20 
2.3 Result .............................................................................................................. 22 
2.3.1 Quality control of RNA ........................................................................ 22 
2.3.2 Estimating of sequence data .................................................................. 23 
2.3.3 Assembly distribution of unigene ......................................................... 24 
2.3.4 Annotation of genes .............................................................................. 25 
2.3.5 Annotation of Nr ................................................................................... 25 
2.3.6 Distribution of FPKM ........................................................................... 30 
2.3.7 Analysis of different expressed genes ................................................... 31 
2.3.8 GO enrichment analysis of different expressed genes .......................... 33 
2.3.9 Enrichment analysis of KEGG.............................................................. 36 
2.3.10 Result of qPCR ................................................................................... 38 
2.4 Discussion....................................................................................................... 39 
Chapter 3  Proteome of larval settlement, metamorphosis and 
metamorphosis induced by epinephrine in Fujian oyster ................... 44 
3.1 Materials and collection flow ....................................................................... 44 
3.2 Methods .......................................................................................................... 45 
3.2.1 Extraction of whole protein .................................................................. 45 
3.2.2 Protein concentration ............................................................................ 45 
3.2.3 Enzyme digestion .................................................................................. 46 
3.2.4 Desalination and column chromatography ........................................... 46 
3.2.5 Protein samples preparation .................................................................. 46 
3.2.6 Bioinformation analysis ........................................................................ 47 
3.3 Result .............................................................................................................. 48 
3.3.1 Basic information of proteome indentification ..................................... 48 
3.3.2 The overall distribution of quantitative Proteomics .............................. 49 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
  VI 
3.3.3 Different expressed genes analysis ....................................................... 50 
3.3.4 GO annotation ....................................................................................... 54 
3.3.5 KEGG annotation.................................................................................. 55 
3.3.6 Analysis of GO enrichment ................................................................... 56 
3.3.7 Analysis of KEGG enrichment ............................................................. 61 
3.3.8 Result of qPCR ..................................................................................... 65 
3.4 Discussion....................................................................................................... 66 
Chapter 4 Analysis of integration multi-omics .................................... 70 
4.1 Integrated analysis of transcriptome and proteome .................................. 70 
4.2 Quantitative analysis of transcriptome and proteome .............................. 70 
4.3 Expression analysis of transcriptome and proteome ................................. 71 
4.4 Differently expressed of mRNA and protein .............................................. 72 
4.5 Discussion....................................................................................................... 75 
General conclusion .................................................................................. 77 
Reference.................................................................................................. 78 
Acknowlegements .................................................................................... 78 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
摘要 
  VII 
摘要 
附着变态衔接浮游阶段与底栖阶段，是海洋无脊椎动物生活史的重要环节，
附着变态过程涉及到复杂的生理过程和行为形态的改变，人们至今未能很好地阐
释其中涉及到的分子机制。福建牡蛎（Crassostrea angulata）是我国南方主要的
贝类养殖种之一，具有典型的附着变态过程。然而关于牡蛎附着变态过程的分子
研究停留在个别基因的克隆和定量表达的研究，这并不能反映附着变态过程的多
基因的调控网络。有大量的药理学研究表明肾上腺素能够诱导牡蛎幼体未经附着
而直接变态，但是肾上腺素诱导的分子机制的研究至今空白。本研究采用转录组
学、蛋白质组学及其联合分析技术从 mRNA 和蛋白质水平来探索与牡蛎附着变
态过程相关的分子机制，这不仅可以为牡蛎育苗工作提供理论基础，还可以为防
污剂的开发提供新思路。研究主要结果如下： 
（1）利用高通量测序技术，对牡蛎附着前、附着后及变态三个时期进行
RNAseq，总共鉴定到 996 个基因发生差异表达，其中附着后有 83 个差异表达基
因，变态时期有 839 个差异表达基因，对这些差异蛋白进行 GO 和 KEGG 富集
分析，结果显示代谢过程在牡蛎的附着变态过程中起着重要作用。对酪氨酸代谢
通路进行分析，发现酪氨酸酶在附着变态过程呈极显著下调表达，并且多巴胺-β-
单氧化酶同样在变态时期发生显著下调，这说明酪氨酸代谢产物可能参与调控牡
蛎附着变态的起始过程。此外，富集结果显示 NO 信号通路也可能参与了牡蛎的
附着变态的调控过程。 
（2）对牡蛎附着变态过程和肾上腺素诱导直接变态过程进行蛋白质组学研
究，总共鉴定获得 1,471 个蛋白，其中差异蛋白 764 个。与转录组结果一致，蛋
白质组的KEGG富集结果表明代谢过程在牡蛎附着变态过程中起着重要的作用，
其中许多与细胞骨架等相关蛋白都发生了差异表达变化。此外，在肾上腺素诱导
后，超过 2/3的差异蛋白为下调表达，我们认为这与采样及激素的诱导作用相关。
而肾上腺素信号通路上的基因则可能反映牡蛎幼体的发育程度，当这些基因在眼
点后期发生上调表达后，肾上腺素处理可以诱导牡蛎进入直接变态发育过程。 
（3）共有 73%的蛋白注释在转录本的 Unigene 上，这表明蛋白组对转录本
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的良好识别。然而转录组与蛋白质组的联合分析结果显示附着变态过程牡蛎的
mRNA 表达水平和蛋白质表达水平的 Person 系数仅有 0.116 和 0.023，排除实验
误差、系统误差及数据类型差异的影响，这样的表达趋势说明附着变态过程发生
了许多转录调控。此外，对 mRNA 和蛋白质表达趋势相同的基因进行 GO 分析
时，结果表明这些蛋白主要集中在细胞过程、代谢过程、结合、酶活性以及细胞
组成，这与转录组和蛋白质组的注释结果相一致，进一步佐证了附着变态过程这
些功能分类的重要性。 
综上所述，本实验利用转录组和蛋白质组技术研究了附着变态过程和肾上腺
素诱导牡蛎直接变态过程的相关分子机制，为今后深入的研究工作提供理论依据
和研究思路。 
 
关键词：福建牡蛎；附着变态；转录组学；蛋白质组学 
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Abstract 
Larvae to juvenile transition is an essential stage of marine invertebrate’s complex life 
cycle,which connect the life of pelagic phase and attached phase.  Furthermore,the 
molecular mechanisms of this process that refer to complex physiological process and 
change of morphology and behaviour is not yet explained nicely.Fujian 
oyster,Crassostrea angulata is an economically mainly mariculture specie in Fujian of 
China,which also has the typical transition. At present, related researches focus on 
studies of cloning and quntification of a few genes,which can’t present the networks 
completely.Besides,research on molecular mechanism of epinephrine induced the 
oyster’s metamorphosis without attachment remain to be further,althought there have 
quantity pharmacology experiments about it.Using transcriptomics and proteomics to 
explore the express of mRNA and protein can help to reveal the molecular regulation 
networks.And our studies will provide basic theory in seedlings and new sight in 
exploring anti-fouling composition.The main result are as follows: 
(1) We conducted high-throughput RNA sequencing to study the larvae-adult transition 
of oyster.Eighty-three and 839 of total 996 genes exhibited specific differential 
expression during attachment and metamorphosis, respectively.Based on gene 
ontology (GO) and KEGG analysis, metabolic processes and metabolic related 
pathway were highly represented.Additionally,down-regulated of tyrosinase and 
dopamine beta-monooxygenase(DBH) reveal tyrosine metabolism be involved in 
larvae’s settlement.Moreover,NO signal transduction cascade may regulated the 
metamorphosis process. 
(2) We compared the transition of larvae to adult and the metamorphosis process 
induced by epinephrine through Lable-free technology. There have 764 
differentially expressed of total 1,471 proteins.Likewise, metabolic processes play 
an important role in protein level and in addition to transport processes.And without 
unexpected,protein related cytoskeleton showed differential expression. Beside,the 
phenomena that more than 2/3 of differential expression protein were down-
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regulated after EPI disposition may because of sample’s character and the activation  
of drug. In addition,we think the express level of genes that enrichment on EPI 
pathway may stand for larvae’s maturity.  
(3) The result of total 559 differentially expressed proteins be annotated in unigenes 
indicated good identification between transcriptome and proteome.Base on 
transcriptome and oyster protein of NCBI as proteome database,the correlations 
between the proteomics and transcriptomes were 0.116 and 0.023 in the stage of 
juvenile and adult. Accordingly,regulation of transcrip may play an important role 
when excluded the influence of experimental error, systematic error and different 
data type. The result of same expression trends protein’s related functional 
contained cell process,metabolic process,binding,catalytic activity and cell part was 
same as annotation of transcriptome and proteome,which support the important role 
of these funtion in the developement of larvae to adult of oyster. 
All in word,our studies aim at the molecular processes associated with larvae 
metamorphosis through transcriptome and proteome,which can provide valuable 
imformation and newsight for further reseach. 
 
Keyword:Fujian oyster;Settlement;Metamorphosis;Transcriptome;Proteome 
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第一章 前言 
1.1 海洋无脊椎动物附着变态的研究进展 
1.1.1 海洋无脊椎动物幼体的附着变态发育过程 
生命起源于海洋，海洋亦是生命的源泉，作为海洋大家庭的最重要组成部分，
研究海洋无脊椎动物对认识生命具有重要的意义。齐钟彦（1979）统计我国近海
底栖无脊椎动物，主要类群包括：原生动物的有孔虫和放射虫、海绵动物、腔肠
动物、环节动物的多毛类、软体动物、节足动物的甲壳类、棘皮动物等共约 12,000
多种[1]。海洋无脊椎动物生活史复杂，从浮游幼虫发育到稚体幼虫需要经历神秘
的变态过程，在这一过程中，无脊椎幼虫的形态发生巨大变化，有的从未分化的
细胞衍生发育出新的组织和器官[2]，有的则经历更复杂的变态过程，发生组织和
器官的重组装和原基细胞的分化[3]，还有的海洋无脊椎动物甚至发生细胞的转分
化现象[4]，总而言之，变态过程是复杂多变且不可逆的生命过程。 
许多海洋无脊椎动物在变态前还需要经历附着的过程，比如重要的水产养殖
种牡蛎，其在变态发育前需要经历附着过程，而附着点的选择尤为重要，因为不
合适的附着点对幼体的影响往往是致命的[5]。Cranfield（1973&1974）描述了欧洲
牡蛎（Ostrea edulis）附着前探索的轨迹[6-8]，在进行初步的环境探索后牡蛎的运
动范围逐渐减小，最终停留适合的附着点，牡蛎的左壳与基底接触，最后通过足
部分泌天然有机胶（cement）将自己固定在基底表面，有趣的是牡蛎右壳则不参
与附着行为，此外，柯等亦描述了福建牡蛎的附着过程[9]。众所周知，牡蛎还是
固着型生物，一生只进行一次附着，而且牡蛎附着过程持续时间并不固定，短则
几分钟，长则几天[6]，如果找不到合适的附着基，甚至会发生延滞变态的现象[10, 
11]，因此，寻找合适的附着基是附着过程的关键步骤。在适合的条件下，牡蛎幼
体还能附着在其它成体外壳上，层层叠叠生长相连形成牡蛎礁，而牡蛎礁则具有
过滤海水、防止海岸侵蚀、吸收风暴的冲击以及为其他物种提供栖息地等功能[12, 
13]。 
总之，附着变态是海洋无脊椎动物从浮游到固着、从幼虫到稚虫转变的过程，
是其生命过程中的最重要转折点，尤其像牡蛎等固着生物只进行一次附着，附着
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地点的环境条件将伴随其一生，而且变态过程为不可逆过程，因此附着变态过程
的正常与否关系着牡蛎能否正常生存。 
1.1.2 影响幼体附着变态的因素 
影响海洋无脊椎动物幼体附着变态的因素根据其性质可分为三大类：生物因
子、物理因子以及化学因子。物理因子包括：温度、盐度、溶解氧、水流速、光
照以及附着基的粗糙程度等；化学因子包括两大类：自然诱导物和人工诱导物，
二者本质上都是神经递质或类神经递质物质，区别在于前者是混合物，而后者成
分较单一；生物因子主要指幼体行为和生理状态。 
物理因子能显著地影响海洋无脊椎动物的附着变态，尤其是基底的材质及其
粗糙程度[14]，本实验选用的树脂环氧绝缘板能有效地促进牡蛎幼体的附着，从而
增加了实验的成功率。在物理因子的研究方面主要集中在温度、盐度等方面，
Pechenik（1991）等研究发现在相同发育条件下，相比 20℃，29℃高温可以使东
方白舟螺（Crepidula plana）更快的获得附着能力，而在低盐度条件下，东方白
舟螺需要花更长时间达到具附着幼体状态（competent larvae）[15]。此外，光照、
流速、溶解氧也能影响幼体的附着变态[16-18]。 
化学因子则作为特别重要的影响因子为人们广为研究，但是各种化学因子的
分子机理仍然模糊。化学因子包括自然诱导物和人工诱导物，其中自然诱导物主
要包括同类个体的分泌物和微生物膜等。研究发现多毛类、海胆类、贝类和藤壶
等体外分泌物或者组织匀浆均能够促进同类幼体的附着，比如：Andrews（2001）
分离了的青蟹（Panopeus herbstii）分泌物能够诱导同类青蟹幼体的变态[19]；Keoug
的研究则发现了生物膜对几种海洋无脊椎动物附着的诱导作用[20]。而人工诱导
物对附着变态的影响则有更详细的研究，我们将在下文进行更详细的叙述。 
1.1.3 附着变态过程相关基因及信号通路 
近年来科学家发表了许多与海洋无脊椎动物附着变态的分子机制的相关研
究报道，虽然在方面的研究可以追溯到上世纪 90 年代，但是附着变态过程的分
子机理发现至今有限，尤其是完整的信号通路。1995 年 Yamaoto 等发现了 PKC
激活剂及抑制剂能够对纹藤壶（Balanus amphitrite）变态过程产生促进和抑制的
作用，由此提出了 PKC信号通路在纹藤壶变态过程起着重要作用[21]，随后在 1996
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